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イ ン ス リ ン 抵抗性改善薬である ト ロ グリ タ ゾ ン は耐糖能異常, イ ン ス リ ン 抵抗性, お よ び脂質異常 を改善する こ と か ら,
動脈硬化 の 形成, 進展を間接的に抑制 しうる こ とが 想定さ れ る. 一 方 , プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア クチ ベ ー タ ー ･ イ ン ヒ ビタ ー ･
タ イ プ1(plas min ogen a ctiv ato rinhibitortypel,P Al-1)は動脈硬化の 病因に お い て 重要 な役割を担 い , イ ン ス T)ン 抵抗性患者に
お い て もその 血 中レ ベ ル の 上 昇が 報告 され て い る. 酸化ス トレス~Fで の 単球細胞や マ ク ロ フ ァ ー ジか ら放出さ れ る腫瘍壊死因
子 α (血 m o r n e cr o sisfactor α ,T N FL α)や イ ン タ ー ロ イ キ ン(inte rle ukin,IU IP と い っ た様々 な炎症性サ イ トカイ ン によ っ て ,
血 管内皮細胞 にお けるP Al-1の 産生 は刺激 され る. 今回, 著者は培養 ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 Olu m an u mbilicalv ein e ndothelial
c ell, H U V E C)由来 の P AI-1産生 に対す る トロ グリ タ ゾ ン の 直接効果を検討 した . H U V E C は1,10,100ng/ml T N F- α また は0.1,
1,10ng/ml Iし1P存在下 で , 1ま た は10 FLM トロ グリ タ ゾ ン存在下 , 非存 在下 の 0.4 %血清を含む培地で24時間培養 し, 培地
中の PAl-1濃度をEu S A キッ ト にて 測定 した . 100ng/mlの T N F- a tlOng/mlのI L lβ漆加 によ っ て各々 の P Al-1濃度は培養
開始24時間後に非添加群 の 1.99 ±0.16倍 b<0.05), 2.42 ±0.42倍 b<0.005)に増加 した . 10/∠M の トロ グリ タ ゾ ン は1ng/ml
r
rN FLα 刺激 に よ る P 瓜･1 を 34.3 ± 4.2 %b<0.001), 10ng/ml T N F- α 刺 激下で は29.9 ±2.2 % b<0.001), 100ng/mlの T N Fla
刺激下 で は41.3 士5.0 %b<0,005) に抑制 した . 同様 に10/∠M の トロ グ リ タゾ ン は0.1 ng/ml I し1β刺激 によ る Ⅷ -1を 32.7 ±
0.0 %b<0.01), 1ng/ml I し1β刺激下 で は 33.5± 0.3 %b<0.005), 10ng/mlI し1ノ9刺激下 で は40.8 ±1.6 %b<0.005) に抑制 した .
ノ ザ ン ･ プ ロ ッ ト解析 で は トロ グ リ タ ゾ ン はT N F･ α , IIJIPに より増加 したPAJ-1 m R NA発現を抑制した . ま た, ト ロ グリ タ
ゾ ン 除去後 の P AI-1産生 の 可 逆性, お よ び トロ グ リ タ ゾ ン 添加が Ⅲ m C における糖取り込み に影響を与えなか っ た こ と か ら ,
ト ロ グリ タ ゾ ン に よ る細胞毒性 はない と考えら れ た. 以 上 の 結果 か ら トロ グリ タ ゾ ン は H U V E C由来の m I-1産生 を 直接抑制
する こと に よ っ て動脈硬化の 形成 と進展 を抑止 しうる 可 能性が示唆さ れ た .
Key w o rds plas min oge n a ctiv atorinhibitortypel,trOglitaz on e, ndothelialc ells, athero sclero si
動脈硬化 は酸化ス ト レ ス に よ る血 管内皮細胞障害と変性1),
お よ び血 管壁 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ や 単球細胞 の 浸潤 と血管平滑
筋細胞 GTa SC ular s m o oth m u s cle c e11, V S M C)の 遊走と増殖 によ
る 血 管内膜肥厚 2)3)を特徴 と する 慢性炎症性変化 と考え ら れ て
い る . 血 管内皮細胞 は グリ コ サ ミ ノ グリ カ ン , トロ ン ポモ ジ ュ
リ ン, プ ロ ス タサ イ ク リ ン , 組織型プ ラス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ
ベ ー タ ー (tis su e-ty pe plas min oge n a ctiv ato r) と い っ た抗血 栓因
子と, プ ラス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー ･ イ ン ヒ ビタ ー t タ
イ プ1(plas min ogen activ atorinhibito rty pel, P AI-1), 組織図子
と い っ た血 栓因子の 両者を発現 し, その 均衡に よ っ て血 液凝固
を調節 して い る 4). しか し, 動脈硬化形成過程 にお い て は , こ
の 内皮細胞の 血 液凝固調節機構の 不均衡が生じ て い る と考えら
れ て い る . す な わち, 酸化ス ト レ ス~F では 単球細胞や マ ク ロ フ
ァ ー ジ か ら放出 さ れ る腫瘍壊死因子 α (tu m or n e cr o sisfa ctor
a ,
T N F- α) や イ ン タ ー ロ イ キ ン (inte rle ukin,IL)1/3, トラ ン
ス フ ォ ー ミ ン グ 成長因子 lヲ (tr a n sfo r ming gr o wth fa cto r,? ,
T G F- ′ヲ) と い っ た様々 な 炎症性サ イ トカ イ ン に よ っ て 内皮細胞
由来の P A ト1 に代表 され る 血 栓園子 の 放出が促進さ れ , 血 栓傾
向 に傾く こ と が 知ら れ て い る
5)
. 実際, 臨床 的 にも, 血栓性疾
患, 冠動脈疾患
6)
, 2型糖尿病 や高 イ ン ス リ ン 血 症患者7)8)にお
い て 血 渠P Aト1濃度の 上 昇が 報告さ れ, P 封-1 は動脈硬化 の 危険
因子の 一 つ と考えら れ て い る .
平成11年7月19日受付, 平成11年8月23 日受理
A bbreviatio n s: A P-1, a Ctiv ato rpro moter - 1;F B S,fetal bovin e ser u m;G m , glu c os etra n sporter;H U VE C, hu m an
u mbilic alv ein e ndothelialcell;IL,interleukin; KR B, Krebs-Ringerbic arbo n ate; M A P K, mitogen- a Ctiv ated pr otein
kinas e; M C P-1, m O n O Cyte Che m o attra cta nt protein l;N F
-
KB, nuCle arfactor-kap pa B;P Al-1, Plas min ogen a ctiv ator
inhibitorty pe l;P K C, prOtein kin as eC;P M A,-phorbol 12- m yristate 13- a C etate;P P A R･ γ , Pe r O Xiso m eprolifbrator-
a ctivated re c eptor- γ;T G F- β, tra nSfor ming gro wth factorβ;T N F- a , tu m O r n e C r O Sisfa cto r α; V S M C, V a S C ular
S m othm u scle c ell
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Fig. 1. The stru Ctu re Oftroglita zo n e･
一 方 , イ ン ス リ ン抵抗性改善薬である トロ グ リ タ ゾ ン は , 血
糖降下作用を持 つ チ ア ゾ リ ジ ン 環 と, 抗酸化作用を有する どタ
ミ ン E類似 の ク ロ マ ン 環よ り梼成され (図1), 耐糖能異常 , イ
ン ス リ ン 抵抗性 , お よ び脂質異常 を改善する
9)1 0)こ と か ら, 動
脈硬化の形成, 進展を間凄的に抑制 しう る こ と が 想定され て い
る. 一 方 , 動脈硬化 に対する トロ グ リ タ ゾ ン の 直接効果 に関 し
て は, VS M Cの 増殖 と遊走が同剤に よ っ て抑制 され た こ と が 報
告 され てい る11)12). ま た, 最近 , YokoyaIn aら
1 3)は ヒ ト メサ ン
ギ ウ ム 細 胞 , お よ び 内皮細胞 に お け る 単 球走化性 因子 1
(m o n o cyte che m o attra cta ntprotein l, M C P
-1)の 発現を ト ロ グ1)
タ ゾ ン が抑制 し, 動脈硬化 に対 して 直接抑制効果 を有す る可能
性 があ る ことを報告 した . そ こで , 今 回, ヒ ト臍帯静脈内皮細
胞Olu m an umbilicalv ein endothelialc ell, H U V E C)を伺い て , 血
管内皮細胞由来の 動脈硬化危険因子 の 一 つ で ある P 封-1産 生に
及ぼ すト ロ グリ タ ゾ ン の 直接効果 に つ い て検討 した .
材料お よび方法
Ⅰ. 細胞培養
4 か ら6継代 の H U V E C(三光純薬 , 東京)を使用 した . ヒ ト
フ ィ プ ロ ネク テ ン Ⅳpstate Biote chn olog y, h ke pla cid, U S A)を
塗布 し た12穴プ ラス チ ッ ク 培養 プ レ ー ト (Co star, Ca mbridge ,
U S A) に1穴あ たり2.0 × 10
4個の H UV E Cを播種 し, 37℃, 5%
C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 内で コ ン フ ル エ ン ト に達す るま で , 2.0%
牛胎児血清 晩tal bovine serum ,F B S), 12FLg/ml ウシ脳抽出物,
10ng/ml ヒ ト表皮成長因子, 1 FLg/ml ハ イ ド ロ コ ル ナ ゾ ン ,
50〃g/ml ゲン タ マ イ シ ン, 50ng/ml アン ホ テ リ シ ン B を含ん
だ血管内皮細胞基礎培地(三光純薬)で培重 した .
Ⅰ . サ イ トカ イ ン刺激に よ る E m Cか ら の P AI-1 産生
H U V E C は サイ トカイ ン を添加す る24時間前より0.4 % F B S と
抗生物質 の み を 含 む血 管内皮細胞 基礎 培地 で 培 養 し た .
H U V E Cは観換え型T N F- α (1, 1 0, 1 00ng/ml, E N D OG E N,
Wobu rn, USA), また は組換え型Ⅰし1β(0.1, 1, 10ng/mi, R & D
syste m, M in n e apolic e, U S A) 存在下 , 非存在下 に て 0･4 % F B Sを
含む血管内皮細胞基礎培地 にて 24時間ま で 培養 し, 各穴 の 細
胞上浦 を培養開始6, 12, 24時間後 に採取 し, - 20℃で 凍結保
存し た.
Ⅱ . サ イ ト カイ ン誘導 P AI･1 産生 に対する トロ グリ タ ゾン
の 効果
H U V E Cは サ イ ト カイ ン と試薬を添加す る24時間前 より0.4%
F B Sと抗生物質の み を含 む血管内皮細胞基礎培地 で培養 した .
H U V E Cは租換え塑 T N Flα(1, 10, 100ng/ml), また は 組換え型
II:1′9 (0.1, 1,10ng/ml)存在下 , 非存在下 にて 0･4 % FB S と, 1
ま た は10〃M の ト ロ グリ タ ゾ ン (三 共 , 東 京)を含 む血 管内皮
細胞基礎培地 に て 24時間ま で培養 し, 各穴 の 細胞 上 浦を培養
開始24時間後 に採取 し, - 20 ℃ で凍結保存 した .
Ⅳ . トロ グリ タ ゾン の E m C に対す る細胞毒性 の検討
12穴 プ ラ ス チ ッ ク 培養 プ レ ー トに1穴あたり2.0× 10
4個 の 細
胞数で播種 し, コ ン フ ル エ ン トに 達 し た H m CをP B S で 3回
洗浄私 0.02 5 %トリ プ シ ン /E D T A溶液(三光純薬)を用い て,
細胞を プ レ ー トか ら剥離 させ た . トリ パ ン ･ ブ ル
ー を含む細胞
浮遊液を作成 し, 血球計算板 を用い て , 生 細胞数 を算定 した .
Ⅴ . トロ グリ タ ゾン 除去後 の P A I-1 産生 の可逆性 に関する
検討
トロ グリ タ ゾ ン 除去後 の P 朗-1産生 の 可逆性を検討する ため ,
コ ン フ ル エ ン ト に達 した H m Cを10〃M の トロ グリ タ ゾ ンと
100ng/ml の T Ⅳトα を含 む 血 管内皮細胞基礎培地で 24時間培
養 した 後, 細胞 上浦 を採取 し, P BSにて 細胞表面を3回洗浄後,
100咽/ml T N F- α 単独存在 下 で さ ら に 培養を48時間継続 した ･
24時間 ごと の 細胞上 浦を採取 し,
- 20℃で 凍結保存した .
Ⅵ . P A ト1濃度測定
H U Ⅶ C培養上 清 の P A I-1濃度を二重抗体法を用 い た E LIS A
キ ッ ト mntEliz eP A L l, Biopo ol, Um e且,Sw ede n)に て 測定 した･
測定手技 は プ ロ ト コ ー ル
14)に従 っ た ｡ 予め 抗 マ ウス P AI-1抗体
が コ ー テ ィ ン グ され た マ イ ク ロ プ レ ー トの 各穴 に 100′∠lの 洗
浄液を満 た し, 吸 引洗浄 し た 後 に , 測 定サ ン プ ル お よ び ヒ ト
P 〟-1標準液 (ひ40ng/ml)20/∠1を各穴に加え, 50/∠1の ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 標識抗 ヒ トP AI-1 抗体 を添加 し, 室温 で 2時間, 振
逸 した , 4回 の 洗 浄後 , 発色基質液200〃1 を加え室温 で15分間
振捜 した . 3 M硫酸50/ノ1を加え反応 を停止 し た後, コ ロ ナ
･
マ イク ロ プ レ ー ト ･ リ ー ダ ー (M T P-120,コ ロ ナ電気 , ひ たち な
か) に て492n m の 吸光度を測定 し, P 瓜1標準曲線 か らP A Ll濃
度 を算定 した . 本 キ ッ トで の 測定感度 は0.5 ng/ml で, 測定内
変動係数 は1.9 %, 測定 間変動係数 は2.4 % であ っ た .
Ⅶ . R N A抽出 と ノ ザ ン ･ プロ ッ ト解 析
1. 全 R N Aの 抽出
コ ン プ ル エ ン ト に達 し た H UV E Cを0.4 % F BS と, 100ng/ml
T Ⅳトα , ま た は 10ng/ml Iし1β を含む血管内皮細胞基礎培地に
て, 10〃M の ト ロ グリ タ ゾ ン の 存在下 , 非存在下 で 8時間培養
し た . 上 清 除去 後 , 培 養細 胞表面 を P B Sで 3 回洗 浄後 ,
IS O G E N(ニ ッ ポ ン ジ
ー ン , 富山)を使用 して , イ ソ チ オ シ ア ン
酸グ ア ニ ジ ン塩 化セ シ ウ ム 法
15)にて 仝R N A を抽出 し た.
2 . ノザ ン ･ ブ ロ ツ テ ィ ン グ
20〃g の R N A試料 を 1･1 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を含む1･0% ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電気泳動 した . R N Aを ゲ ル か ら ナ イ ロ ン ･
フ ィ ル タ ー (ハ イ ポ ン ドN
十
, Ame r sha m, Bu ckingha m shire, U K)
上 へ 転写 し, 紫外線固定 を行 っ た .
3 . ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン
ヒ トP AI_1 m R N A塩基配列の コ ー ド領域相補的 オリ ゴ ヌ ク レ
オチ ド(24- m er :5
,




ブロ ー プ と して 使用 した . ブ ロ ー プ は [γ - 3
2
p] A T P(6,0 00
Ci/m m ol;1m Ci=37 M Bq, Amer sharh) と D N A 5
'
末端標識キ ッ ト
即E G A IA B E L, 宝 酒造 , 京都)を用い , 5
' 末端標識法 にて プロ
ー ブ の 標識を行 っ た . 42℃, 4時間 の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ
ョ ン を行 っ た 後, フ ィ ル タ ー 1 c m
2あ たり0.2 ml の Hybrisol I
(On cor, Gaithe rsbu rg, U S A)中で 37℃, 24時間,
32p で標識 され
内皮細胞nu-1発現に 及ぼす ト ロ グリ タ ゾ ン の 効果
たP Al-1 プロ
ー ブ と ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後, フ ィ ル タ ー は70℃, 10分間の 20× SS C
(1× SS C;0.15 M塩化ナ トリ ウム , 0.015 M クエ ン 醸ナ ト1) ウ
ム) /0.1% S DS によ る第1洗浄を行 い , 次 に37℃ , 1 0分 間の
0.2× SS C/0.1% S D S に よ る第2洗浄を行 っ た . フ ィ ル タ ー を
24時間, フ ジ ･ イ メ ー ジ ン グ ･ ア ナ ラ イザ ー ･ フ イ ル ム (富士
フ イ ル ム , 浜松) に 露出 し, オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー を行 っ た
後, ノ.
†イ オ ･ イ メ ー ジ ン グ ･ アナ ラ イ ザ ー (F UJIX B AS lOOO,
富士 フ イ ル ム) にて信号強度 を読み と っ た｡
Ⅷ . 2- デオ キ シー クル コ ー ス 取り 込み の検討
12穴 プ ラ ス チ ッ ク培養 プ レ ー ト上 で 1穴あたり2.0× 104個の
細胞襟度 で播種 し, コ ン プ ル エ ン ト に達 し た H m C を, 糖取
り込み の 検討を行う24時間前か ら0.4 % F BS を含ん だ 血管内皮
細胞基礎培地で培養 した . H U V E C は1 00ng/ml T N F- α 存在下 ､
非存在下 に て 0.4% F B S と, 1また は 10/ノM の ト ロ グリ タ ゾ ン
を含 む血 管内皮細胞基礎培地 に て24時間培養 した . 甜 m 職C は
P B S で3臥洗浄後 , 5 % C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で , 37 ℃, 30
分間, 重炭酸 ク レ ブ ス ･ リ ン ゲ ル 液 (Krebs-Ringe rbica沌 o n ate,
E R B) で 静置 した . そ の 後, 2 ザ オ キ シー [ト3H] グ ル コ ー ス
(Am e r亭ha m), また は2一 デ オキ シー グ ル コ ー ス (Sigm a,St. Lo uis,
US A) を 含む Ⅲ Ⅶ と5分間培養後 に培養上清を除去 し, 水 冷 し
た0.1 m M フ ロ レ チ ン (Sigm a) を含 ん だ P B S溶液で細胞層を3
回洗浄 した . 細胞 を0.1 % S D S で溶解 し た後, 放射活性は液体
シ ン チ レ ー シ ョ ン ･ カ ウ ン タ ー で 測定 した . ま た, 細胞内蛋白
量 は黄白定量 キ ッ ト (B C Apr otein a s s ay r e age nt, PI E R C E,
Ro ckfo rd, U S A) で測定 した . 全て の 測定値は細胞内蛋白量で補
正 し, T N F- α お よ び ト ロ グ リ タ ゾ ン 非 添加群 の 糖取り込 み測
定値を100 % と した際 の %比で表示 し た .
Ⅸ . 統計学的分析
測定値は平均 ± 標準誤差で表示 した . 群間の 平均値 の 有意差

















1nc ubatio nTim e(hr)
Fig･ 2. Tim e c o u rs e of T N F- α O rI し1β-indu c ed P AI-1
S e C retio n sfr o mH U V E Cs. H U V E Cs w er etr e ated with lOO
ng/ml T N F- α (●)o rlOng/mi Iし1P(○). Cytokin e:indilC ed
P AI-1 s ec retio n s w e rein cre a s ed in atim e-depe ndent m an n e r.
Data a re e xpr e s s ed a s夏
■





†p<0.005, ††p<0.001v s. c o ntrol(■)).
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成 績
Ⅰ . H t ⅣE C か らの P A ト1産生 に対す るサ イ トカ イ ンの効
果
100咽/ml T N F一 α , ま た は1 0ng/ml IL-1/9 存在下 で 0.4 %
F B S を含 む血管内皮細胞基礎培地に て H U Ⅵ王Cを24時間培養 し
た 結乳 ∴ ¶ 肝 α , Ⅰし1ノ9い ずれ の サ イ ト カイ ン の 漆加 にお い て
も, 培地中の P仙1濃度 は時間依存性 に増加 した (図2).
Ⅱ . サ イ トカ イ ン誘導 P A ト1産生 に対する トロ グリ タ ゾン
の抑制効果
P Al-1産生 に対す る トロ グリ タ ゾ ン の 直接効果 を検討する た
め
, T N Fla (1, 10, 100ng/ml), また はII:1β (0.1,1, 10ng/ml)















TNF･n(相加I) 8 1 1 1 10 10 10 100 10 00
Tr ogt】ta zo no(H〟) 0 0 1 10 0 1 10 01 10
Fig. 3. Inhibito rye茸ectoftr oglitaz o n e o nT N F｣ α -indu c ed PAL
I s e c r etio n. H U V E Cs w e r e c ult r ed with or witho ut
troglita zone(l o rlO〃M)in the pr e se n c e of T N FL α (1, 10,
a ndlOOng/ml)for24hr. 100ng/ml T N F- α incr e as ed P AI-1
S e C r etio nto l.99± 0.16tim e sthe c o ntr olv alu e. Te n FLM
tr oglita z o n e signific a ntlyinhibited T N F
-
α
-indu c ed P A ト1
S e C r etio n(41.3± 5.0%)t a nd thisinhibito ry effe ct w a sdo s e-



































ル■岬(ng/mt) 0 0.1 0.1 0.1 1 1 1 10 1 D lO
Tr Qgl【t 8Z Q n ¢恒叫 0 0 1 10 0 1 10 0 1 10
Fig.4. Inhibito ry effe ctoftroglita zo･n e OnI L l/?一indu c ed P AI-1
S e Cr etio n. H U V E Cs w er e c ultu redwith or witho ut tr oglitaz o n e
(l o rlOFLM)in the pre s e n c e ofI し1J9(0･1,1, a nd lOng/ml)
fo r24 hr. Ten ng/ml IL-1Pincre ased P A I-1 s e c retio nto
2.42士0.42tim esthe contr oIvalu e. Te n FLM tr oglitazo n e
Signi丘c a ntlyinhibited I L lノ･9-indu c ed P Al-1 se c retion(40.8±
1.6%), a nd th is nhibito ry effectw asdo s e-depe nde nt. Data ar e
expre ss eda s夏
■士S E M(n=3, *p<0.05, * *p<0.01, †p<0.005v s.
Ⅰし1ノ9 alo n e).
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リ タ ゾ ン を含む 血管内皮細胞基礎培地 にて H U V E C を2 4時間培
養 した (図3, 4). 図3 に示すよう に, T N Fα は H m C からの
P 鳳1産生を容量依存性 に増加 させ た . す な わち, T NF- α 非添
加群の P A ト1産生量が 399.3± 71.7 ng/皿l である の に比 して , 1
ng/ml T N FL α で は5 18.3 ±29. ng/ml(p=0･20), 10ng/ml T N F
-
α で は646.5±16.8 ng/ml(p<0.05), 100ng/ml T N F- α で は
796.0± 弘 1ng/血 b<0.05) に増加 した ･ 10/上M の ト ロ グリ タ
ゾ ン は 1 ng/ml T N F- α 刺激 下 の P A ト1濃度 を 3 4･3± 4･2 %
b<0.001), 10ng/mlTNF- α 刺激下 で は29･9± 2･2 %b<0･0 01),
100ng/ml T N F- α 刺激下 で は41.3± 5.0 %(p<0･005) に抑制 し
た. ま た, 図4 に示すよう に, Ⅰし1β は H UVEC か らの P A ト1産
生 を容量依存性 に増加 さ せ た . すな わち , IL-1β 非添加群 の
P AI-1産 生 量 が 39 9.3 ± 71.7 ng/ml であ る の に 比 し て , 0.1
ng/mlI しl/?で は 590.6±46.7ng/ml(p=0･08), 1ng/ml I し1βで
は680. ± 22.2 ng/ml(p<0.05), 10ng/ml ILrlβで は96 6･0±
51.8ng/ml(p<0.005)に 増加 し た. T N F用 と 同様 に , 10〃M の
ト ロ グリ タ ゾ ン は 0.1 ng/ml Iし1′9刺激 に よ る P 封-1 を 32･7士
0.0 %(pく0.0 1), 1 ng/ml I し1ノ9 刺 激下 で は 3 3･5土 0･3 %
b<0.005), 10ng/mlI し1β刺激下 で は40.8 ±1･6 % b<0･005) に
抑制し た. 一 九 トリ パ ン ･ ブル ー 排泄法に て トロ グリ タ ゾ ン
の 細胞毒性の有無を検討 した と こ ろ, トロ グ リ タ ゾ ン 非添加群
ならびに添加群間で は菱は認め られ ず (ト ロ グリ タ ゾ ン 非添加
猟 84.6 %;10〃 M ト ロ グ リ タ ゾ ン 添加猟 87･1 % ;p=0･60),
今回の検討 に使用 した濃度範囲で は, ト ロ グリ タ ゾ ン に よ る細
晦毒性はな い と考えられた.
Ⅱ . トロ グリ タ ゾン除去後の P A I- 1産生の 可逆性
P AI-1産生 の 可逆性 を検討す る ため , トロ グリ タ ゾ ン 除去後 ,
24時間 ご との H U V E C培養上浦中の P AI-1 過度を測定 した (図
5). ト ロ グリ タ ゾ ン 除去後24時間まで は トロ グ リ タ ゾ ン の P A ト
1産生抑制効果が持続 した が , 48時間以降はト ロ グリ タ ゾ ン 非
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Fig. 5. Re v er sibility of T N F
-
α
-indtl Ced P AI-1 s e c retio n after
tr oglita z o n e re m o v al. T N F
-
α (100ng/ml)-indu c ed P AI-1
s e cr etio nfr o mH U V E Cs c ultured with the m ediu m in the
Pre S e n C e Of lO/ノM troglita zo n e w a sde c re a s ed $igni丘ca ntly
c o mpar ed with contr o1 24 hr afte rtroglitaz one re m o v al,but
thisinhibito ry effe ct dis appe a r ed the r e afte r. D ata ar e




p<0.001v s. wi tho ut
b･Oglita z o n e).
Ⅳ . H U V E C に お け るサ イ トカ イン 誘導 P A ト1m R N A発現 に
対す る トロ グリ タ ゾ ン の 抑制効果
100ng/ml T N F- a , ま た は 10ng/ml IIJlβ 添加 に よ っ て,
P AI-1 mR N A発現 は コ ン ト ロ ー ル に 比較 して , 明ら か に増加 し
た . 一 方 , 10/ノM の トロ グリ タ ゾ ン は T N F- α また はⅠし1ノ9 に
より誘導さ れ た P Al-1 m R N A を抑制 した (図6).
Ⅴ . Ⅱ m C にお け る糖取 り込 み に対する トロ グリ タ ゾンの
影響
図7 に示す よう に, 100ng/ml T N トα で 前処置を行 っ た際の
糖取り込み の 平均値 は非漆加群の 92.0± 10.0 %(pコ0.4 6), T N F-
α お よ び ト ロ グ リ タ ゾ ン 同時前処置群 の 糖取り込み は, 非添加
TN F･ α + +
劃し1β + +
Troglita z o n e
+ + +
P A ト1m R N A
28 SrR NÅ
Fig. 6. Effects oftroglita z o n e on cytokin e
-indu c ed P Al-1 mR N A
e xpr e s sio nin H U V E Cs . H U V E Cs w e r e c ultu r ed in the
m ediu m c o ntaining O.4 % F B Swith o r witho ut lOFL M
troglita zo n ein the pre s e n c e of lOOng/ml T N F｣ α O rlOng/ml
I L-1β fo r8 hr . Total c ellula rR N Aw as extr a cted a nd
ele ctrophor e s ed,blotted, a nd hybridiz ed with
32p-1abeled P AI-1
probe. Northe rnblotan alysis sho w ed thatlOpM troglita z o n e
inhibitedT N F｣ α - and I L lβ一indu c ed P AI-1 mR N Ae xpr e ssio n s･
28SrRN Astain ed with eth idiu mbro mideis pre s e nted at the





























T NF･ α(nがml) 0 0 0 1 08 100
Trogllt8 王O n 旧(ll叫) 0 1 1 0 0 10
Fig. 7. E ffe cts oftr oglita z o n e o n2
-de o xy- glu c o s e(2-D G)
uptakein H U V E Cs. H U V E Cs w er e c ultu r ed in the m ediu m
co ntainingO.4% F B S wi thorwi tho utlOFLM tr oglitaz o n einthe
pr e se n ce of lOOng/ml T N F- α , O rwi thtroglitazone alon e(lo r
lOFLM)fo r24 hr. M e a s u r e m e nt of 2-de o xy-[1-
3H]glu c o se
uptake w a spe rfo r m ed a sde s c ribed in M ethods･ T he 2
- D G
uptakein e a chgr o updidnotdifferfro mthe c o ntrol･ The2
- D G
uptake obtainedin c e11s pr etr e ated witho ut T N F
-
α a nd
troglita z o n e w astke n aslOO%. Data ar e e XPre S S ed a s言 ±
S E M(nコ6).
内皮細胞n u-1発現に 及ぼす ト ロ グ リ タ ゾ ン の 効果
群の 132.6 士32.0%b=0.2 5) であり, ト ロ グリ タ ゾ ン非添加時と
比較 して 有意差 は認 め られ なか っ た . 同様 に , トロ グリ タ ゾ ン
単独前処置 で の 糖取り込み に つ い て は , 1 /ノM な ら び に10〃M
ト ロ グ リ タ ゾ ン 添 加群 は 各 々 , 非 添 加群 の 8 6.3 ± 1 9.4 %
(p=0.35), 122.4± 27･1 %(p= 仇39)で あり , 非 添加群と比較 して
有意差は認め られ なか っ た . 一 方 , イ ン ス リ ン (20/ノg/ml) 存
在下 で の H U V E C に おける糖取り込 みも検討 した が , イ ン ス リ
ン添抑ま糖取り込み に影響 は与えな か っ た .
考 察
イ ン ス リ ン 抵抗性 は イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病 の 成因である
だけで なく, 動脈硬化の 危険因子 となる高イ ン ス リ ン血症, 高
血圧 , 高脂血 症, 肥満 とい っ た疾患 の 病態の基礎を成 し てい る
と考え られ て い る. 近年開発 さ れ た , ト ロ グ リ タ ゾ ン に代表さ
れ るチ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 は この イ ン ス リ ン 抵抗性を改善 し, 耐
糖能異常 や脂質異常を改善す る9)10)こ と か ら , 動脈硬化の 形成,
進展を間接的 に抑制 しう る こ と が 想定 さ れ る . 今 回, E U V E C
を用 い , 動脈硬化の 危険因子 である P AI-1 へ の ト ロ グリ タ ゾ ン
の 影響 を見 る こ とで , 動脈硬化 に対す る同剤の 直接的効果 を検
討し た . 高血糖 や 高イ ン ス リ ン血 症状態で は, 血 襲 m I-1濃度
が上 昇す る 叩 18) こ と が 知ら れ て い るが , 今 回の 検討 にお い て は,
P AI-1誘導に関す る イ ン ス リ ン や 血 糖 に よ る 影響を除外す るた
め , イ ン ス リ ン を含まない 低血 清濃度条件下 で H m Cを培養
し, サ イ トカ イ ン を添加 した . 図2 に示す よう に , 今まで の 報
告19)2 0) と 同様, T ⅣFα と Ⅰし1βと い う 二 つ の 異な るサ イ トカイ
ン は 時間依存性 に H U V E C か らの P AI-1を誘導 した . 今 回の 検
討で は , P AI-1濃度の 増加 は24時間の 培養中に継続 して み られ
た こ と か ら, 増加 したP AI-1 は細胞内の 貯蔵 プ ー ル 由来で はな
く, サ イ ト カ イ ン に よ っ て誘導 さ れ た H U V E C内で の P AI-1産
生増加を意味する と 考え られ た. ま た , 図3, 4 に示 すご とく,
トロ グリ タ ゾ ン は容量依存性 に P AI-1産生 を抑制す る結果を得
た
. 最近 , Kato ら
2 1) は , 著 者 と 同様 に , H U V E C を用い て
T ⅣFⅧ に よ っ て 誘導 され た P Al-1発現 を ト ロ グリ タ ゾ ン , お よ
びイ ン ス リ ン抵抗性改善薬 の 一 つ で あ る ピオ グリ タ ゾ ン が抑制
する こ と を報告 した が, そ の 抑制機序 は明らか に は され て い な
い
. 著者 は こ の ト ロ グ リ タ ゾ ン に よ るP AI-1発現抑制が , 同剤
の細胞毒性 に よ る可 能性を否定す る た め, 色素排泄法 によ る生
細胞数, ト ロ グ リ タ ゾ ン 除去後の m I-1産生 の 可逆性 , なら び
にH U V EC における糖取り込 み に 及ぼ す ト ロ グリ タ ゾ ン の 効果
の 検討を行 っ た . そ の 結 果, トロ グ リ タ ゾ ン添加 に よ っ て , 生
細胞数に変化が み ら れ な い こ と, トロ グリ タ ゾ ン 除去後の P AI-
1産生 に可 逆性 が み ら れ る こ と , な ら び に H U V E C に お け る糖
取り込み に ト ロ グリ タ ゾ ン が 影響 を与えな い こ と か ら, P A ト1
産生の 抑制 は細胞毒性 に伴うもの で は な い と考え られ た .
ト ロ グリ タ ゾ ン の 細胞 の 糖取り込 み に対す る影響 に つ い て
は, 現在ま で に VS M C や脂肪細胞を用 い た い く つ かの 検討が み
られ る. Ki ha raら22)は トロ グ1) タ ゾン が 大動肱 V S M Cで の 糖
取り込み と 糖輸送担体 klu c o s etr an SpO rter, G L叩 1の 数を増
加 させ る こ と を報告 した . O bs u mi ら
23) は トロ グリ タ ゾ ン が イ
ンス リ ン 感受性を改善する こ と に よ っ て , 脂肪細胞 にお ける糖
取り込み と GuJT 4 の 数が 増加する こ と を報告 して い る. , しか
し, 著者が 調 べ た 範囲内で は , 内皮細胞 に お ける糖取■り込み に
対す るトロ グ リ タ ゾ ン の 効果 に つ い て の 報告 は なく, H m C
にお ける今回の検討は初め て の 報告 で ある . 細胞種 に より ト ロ
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グ リ タ ゾ ン の 糖取り込み に及ぼ す効果が異なる機序として , 主
に発現 して い る G L U T が細胞種 に より異 な る こ と, なら び に 内
皮細胞 で の 糖取り込み を調節 して い る G L 口T 1
2ヰ) の 発現 が大動
脈 V S M Cの 場 合と 異な る 可 能性な どが 考え ら れ る が , 今後,
H U V E Cにお い て もG L U T lの 発現 に対 して トロ グリ タ ゾ ン が
い か な る影響を及ぼすか , さ らなる 検討 が必要と考えられた .
さ ら に著者 は, ト ロ グリ タ ゾ ン が H m C か らの P AI-1分泌
だけでなく , サ イ ト カイ ン に よ っ て 誘導さ れ た n 妃-1 m R N A発
現も抑制す る こと を示 した. こ の 結 果は トロ グリ タ ゾ ン が遺伝
子発現 レ ベ ル で P AI-1産生 を抑制す る こ とを示唆す る. トロ グ
リ タ ゾ ン が サ イ トカ イ ン に よ っ て 誘導さ れ たP AI-1遺伝子発現
を抑制する機序と して は以 下 の 二 つ の 可 能性が考え られ る . 一
つ は , 転写因子を介 した遺伝子転写を直接抑制す る可 能性 であ




26) と い っ たサイ トカイ ン が直接 mR N Aレ ベ ル でP Al-1産
生を刺激す る こと が報告され てい る. T N F･ α とⅠし1βは 内皮細
胞の 特異的受容体 に結合後, 転写因子ア クチ ベ ー タ ー ■ プ ロ モ
ー タ ー 1(a ctiv ato rpr o m ote r-1, A P-1) の 合成や 核転写因子 JCB
(n u cle arfactor-kappa B, N F- 〝B) の 活性を介し遺伝子発現を誘
導す る27) . 一 方 , P AI-1発現 は異 な る シ グ ナ ル 潅路を持 つ い く
つ か の サ イ トカイ ン に よ る直接的 な N F- 〟 Bの 活性化 を介し て
誘導 され る28). ト ロ グ リ タ ゾ ン に代表さ れ る チ ア ゾリ ジ ン系
薬剤 は, 脂肪細胞の 分化誘導促進作用 を有す る ペ ル オキ シ ソ ー
ム 増殖型応答性 レ セ プ タ ー γ be ro xis o m epr oli血rato r a ctiv ated
re c eptor- γ ,P P A Rァ) の リ ガ ン ドで あ る こ と が判明して い る が
29)
,
こ の P P A Rγ の 活性化 に よ っ て , 情報伝達 ･ 転写活性化因
子群 (signaltr an sdu c er and a ctiv ato r oftr an SCription), N F･ 〝B,
A P-1の 三 つ の 転 写国子が抑制 され た と い う報告が さ れ て い る
30)
. p p A Rγ は主 に脂肪細胞に発現 して い る が , その 他 の 細胞
で の 発現 や 役割 に つ い て は 不 明で あ っ た . し か し , 最 近 ,
H U V E C におい て もPP A R-γ の 発現が 確認さ れ て お り
2 1)
, ト ロ
グ リ タ ゾ ン は Ⅲ m C に おい て, P P A Rγ を活性化 し, 転写国
子, とく に N F- 〝 Bを抑制する こ と に よ っ て , P A ト1産生を低下
させ る可能性 が考 え られ る.
また , ト ロ グリ タ ゾ ン が サ イ トカ イ ン に よ っ て誘導 さ れ た
P Al-1遺伝子発硯 を抑制する別の 機序と して は , 前転写段階で
の シ グ ナ ル遼路 の 抑制があげられ る . TN トα と IL l′9は マ イ ト
ー ジ ェ ン 活性化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (mitogen- a Ctiv atedprotein
kin a se, M A Plq 経路 を含む い く つ かの 共通経路を刺激 し
31卜 35)
,
P AI-1産生 を増加 させ る可 能性が あ ると され て い る . -→ 方, プ
ロ テ イ ン キナ ー ゼ C(proteinkin a s eC,P K C)の 賦 活剤で ある ホ
ル ポ ー ル ･ 12- ミ リ ス テ ー ト ･ 13- ア セ テ ー ト (pborbol 1 2-
m yristate13-a C etate, P M A) はP AI-1産生 を利敵する こ と が 知ら
れ て い る:岬 . 著者は ト ロ グリ タ ゾ ン が P M A に よっ て誘 導さ れ
た P AI-1産生 に影響を及ぼすか否かを検討 した と こ ろ , トロ グ
1) タ ゾン は P M A刺激 によ っ て 誘導さ れ た H U V E C か らの P AI-1
分泌, な ら び に mR N A発現 を抑制する結果 を得 た(未発表デ ー
タ). こ の 結 果か ら も ト ロ グリ タ ゾ ン が サ イ トカ イ ン 受容体以
降の シ グナ ル 経路の 下流段階, と く にP K Cま た は P K C 以降の
下 流 の シ グ ナ ル を抑制 し, そ の 結 果と して P AI-1発現を抑制す
る機序も考えら れ る. 血 管細胞 に対す る ト ロ グリ タ ゾ ン の 直接
作用 が M A P K常勝を介す る とい う報告 が散見さ れ , 高血糖 に
よ る冠動脈 の VS M Cの 遊走と 増殖, な ら び に細胞膜P K C活性
の 増加を ト ロ グ リ タ ゾ ン が抑制 した と い う報告12)や, M A P K キ
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ナ ー ゼ に よ る M A P Kの 活性化以降の 下 流を抑制す る こ と に よ
っ て , ト ロ グリ タ ゾ ン が 塩基性線維芽細胞増殖因子 (ba sic
馳 robla stgr o w血fa cto r)ヤ ア ン ギ オ テ ン シ ン に よ っ て誘 導さ れ
た V S M C増殖を抑制 し たと い う報告 川 が ある . しか し, 現時
点で は ト ロ グリ タ ゾ ン の 作用機序に つ い て は解明 され て い ない
点が 多く, 詳細な 機序 を明 らか にする た め にもさ らなる 検討が
必要である .
今回の 結果以外 に も, チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤の 血管細胞 に対す
る直接作用を示唆す る報告が散見 され る . Ya su n ari ら
1 2) は ト ロ
グリ タ ゾ ン が 高血 糖 で誘導 され た冠動脈平滑筋細胞の 増殖 と遊
走を抑制す る こ と を報告 して い る. b w ら
11) は ト ロ グリ タ ゾ ン
が ラ ッ ト大動脈 の バ ル ー ン 障害モ デ ル に お ける血 管内膜肥厚 を
抑制する こ と を報告 した. 血管内皮細胞 に関して は, Gralin ski
ら
37) は内皮細胞 に村 しピオ グリ タ ゾ ン と ト ロ グリ タ ゾ ン が 内
皮細胞 の 増殖 を抑制 した と 報告 して い る . Yokoya m aら
1 3) は!
動脈硬化の 形成過程 にお い て重要な役割 を担う マ ク ロ フ ァ ー ジ
や 単球細胞 の 遊走活性を持 つ M C P-1 の 発現 に対す る ト ロ グ リ
タ ゾ ンの 影響 を検討 した と こ ろ, ト ロ グリ タ ゾ ン が ヒ トメ サ ン
ギ ウム 細 胞, お よ び 内皮細胞 にお ける M C P-1発現 を抑制す る
ことを見出 し, 同剤 が 腎硬化症や動脈硬化の 発症, 進展 に 対 し
て 予防効果を有す る可 能性がある こ とを報告 して い る . そ の 他,
マ ク ロ フ ァ ー ジに お い てP P A Rγ を活性化す る こ と に よ っ て ,
誘導型 N O合成酵素 お よ び ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容 体A 発現 の 低
下 珊 や m Fα , Ⅰし1ノウ , Ⅰし6とい っ た炎症性サ イ トカ イ ン の 産
生 を抑制する
38) と い う報告 があり , チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 は多
様な抗動脈硬化作用 を有する と考えら れ る.
今回, 著者は H U V E C に おけ るP AI-1発現 を ト ロ グ 1) タ ゾン
が 抑制す る こ と を示 した . 今回の 結果か らト ロ グリ タ ゾ ン は耐
糖能異常 やイ ン ス リ ン 接抗性 , 脂質異常を改善 させ る こ と に よ
っ て , 間接 的に動脈硬化を抑止する以 外 に, 直接的 に血 管内皮
細胞 に作用 して動脈硬化を抑制する可能性が示唆 され た . 臨床
的にも, トロ グ リ タ ゾ ン 投与後, イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病患
者におい て血祭P Åト1濃度が減少す る こ とが 報告 され て お り3 9),
トロ グリ タ ゾ ン に よ る血糖降下作用 に伴う P AI-1発現 の 低 下 に
加え, 内皮細胞由来 の P AI-1発現を直接抑制 して い る可能性が
考え られ る . 今回の 検討か ら, P AItl発現低 下 と い う直接的動
脈硬化抑制作用を持 つ トロ グ リ タ ゾ ン は , 糖尿病患者 にお け る
大血 管症の 予防に有用 な薬剤であると考え られ た .
結 論
H U V E C を用 い て , P 瓜1産生 に対する ト ロ グリ タ ゾ ン の 直接
効果 に つ い て検討 し, 以下の 知見を得 た
1 . サ イ ト カイ ン によ っ て誘導され た H U V E C培養上浦中の
P Aト1を トロ グ1Jタ ゾ ン が容量依存性 に抑制 した .
2 . ト ロ グリ タ ゾ ン はサ イ トカ イ ン に よ っ て誘 導さ れ た P Al-
1 mR N Aを抑制 した .
3 . トロ グリ タ ゾ ン の 有無で 色素排泄法 に よ る 生細胞数 に差
異を認 めなか っ た こと , トロ グリ タ ゾ ン 除去後の P A ト1産生能
の 町道性, お よ び ト ロ グリ タ ゾ ン 添加が 紺m 花C に おける 糖取
り込み に影響 を与えなか っ た こ とか ら, ト ロ グリ タ ゾ ン に よ る
細胞毒性 はない と 考えら れ た.
4 . 以 上 の 結 果 より , ト ロ グ リ タ ゾ ン は HロV E C におけ る
m I-1産生を直接抑制する こ と に よ っ て , 動脈硬化 の 形成 と進
展を抑止 しう る可能性 が示唆 され た.
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Abstra ct
Tr oglitazone, anin s ulin s ensitizer,isknown to im prov egluc o seintole r ance,insulin re si ta nce, and dyslipide mia, S Oit was
S uSpeCtedthatit mightalsoinhibit theinitiation a nd progr e sion ofather oscler osis･ Plasminoge n a ctivat orinhibito rty pe l
(P A I-1)plays a nimportant rolein the pathoge nesis ofatheros clero si , a nd its circulat oryle v el is ele v ated in patie nts with
in s ulin resist a nc e. T he biosynthesis of P A I-1 in endothelial c ellsis stim ulated by v ario usinflam m atO ry CytOkin es, Su Ch as
tu mor n e cr osisfacto r(T NF), α Orinterleukin(IL)qlP, Whichare rel ased by m on o cytes/m a c rophage s u nde ro xidativ estres s.
T he purpose ofthis study w asto inve stlgate the dire ct efftcts oftroglitaz o n eon P A I-1 se c r etio nby hu man u mbilic al v ein
endothelial cells(H UVE Cs). H U V E Cs werecultu red fbr 24 hrin m edia c o ntaining O.4 % fttal bovin e s e rum , both with and
Without troglitaz o n e(1 0rlOFLM), a nd in thepres en c eor absen c e of T N F- α (ト1 0 0ng/ml)o rIL-1β(0.l-1 0ng/ml), a nd the
P A I-1 c on tentofeach m edium w as the n m e a s u red by the E LIS Am ethod. Twe ntyfou rhou rsafterthe sta rt ofincubation , the
P A I-1 c o nte ntin H UVE Cs treated with10 0ng/ml T N F- α and lOng/ml I L-1β hadsignific antlyin cre asedtol.9 9± 0.16a nd
2･42± 0･4 2tim es the contr ol v alu e, re SPe Ctively･ 10FLM troglita z o ne signi 丘c an tly inhibited T N F- α - a nd I L-1β-indu ced
P A I-l s ecretio ns 丘o m H U V ECs･ T hele v elof inhibition w a sbetw ee n2 9-4 1 %with the v arying c o n c e ntr ations(ト1 0 0ng/ml)
Of T N F- α , a nd betw e e n3 2-41 %withthe varying conc entr ations(0･1-1 0ng/ml) of IL-1β. Ba sed on cellviability, the
rev ersibility of P A ト1productio n, andthelack ofeffe ct on gluco se uptake, theinhibitio nof P A I-1 pr odu ctio nby tr oglitaz o n e
is n ot thought tobe due t ocytot oxic effe cts o n the H U V E Cs･ Northern blot a n alysis furthe r r e v e al d that troglitazo n e
inhibitedthe e xpressio n ofPA ト1m R N A･ Ov e ra11, this sug geststhat troglita zon epreve nts theinitiation and progression of
athero s clerosisbydirec tinhibitio n of P A I-1production bythe H U V E Cs.
